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Fig．5－3－1　Detection　of　target　dsDNA　sequence　wlth　c－Haイas
　　　wild　type　and　its　point　mutant＄
　　　WT：　wt　ld　type　（codon　61，一CAG一）；　M　l：　mutant　i（一CAT一）；
　　　M2：　mutant　2　（一CTG一）；　M3：　mutant　3（一CCG一）．
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Fig．5－3－2　Hydrogen　bounds　betwpen　VDA［Er－A．Tbase　pair
　　　　　and　VI）A［1］一T’Abase　pair
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第6章　結論
　分子インプリンティングポリマー（MIP）ゲルの分子認識特性を応
用し，標的塩基配列DNA検出システムの開発を試みた．　MIPゲル
は，鋳型分子に二本鎖DNAを，機能性モノマーに二本鎖DNAのA・
T塩基対に相互作用することが確認された2．vinyl．4，6－diamino．1，3，5－
triazine（VDAr）を使用して作成した．このMIPゲルは，鋳型分子DNA
の大きさと形，VDATとの相互作用点をそっくり写し取った認識部
位を持っており，鋳型分子と同じ塩基配列のdsDNAはこの認識部
位に捕捉されるものと思われる．我々は，このMIPゲルを電気泳動
のゲル媒体に用い，標的塩基配列DNAが認識部位に捕捉されるこ
とにより生じる泳動距離の相対的な減少を検出することにより，標
的塩基配列DNAを検出する新しい原理のDNA検出方法を考案した．
　本研究のはじめに，MIP認識部位の標的塩基配列DNAに対する
相互作用を確認するため，表面プラズモン共鳴の金センサー表面に，
ベロトキシンニ真魚DNAを鋳型分子DNAとしたMIP重合膜と
non－MIP重合膜を作成し，ベロトキシンニ本鎖DNAに対する解離
定数を求めた．MIP重合膜の：解離定数は，　non．MIP重合膜の：解離定
数の1オーダー低い値であり，その分だけMIP重合膜はベロトキシ
ンニ本鞘DNAに対する結合能が高いことがわかった．
　次に，電気泳動の予備通電でMIP中の鋳型分子DNAの除去が可
能かどうか検討する実験を行った．通常のMIP作成時には，　MIP重
合後，高濃度の塩酸グアニジン洗浄液で洗い出すことで鋳型分子
DNAを除去していたが，この方法は，　MIP内部の鋳型分子DNAを
取り除けないため，結果としてMIP内部の認識部位は標的分子の結
合に利用されていない可能性があった．MIP重合後，さまざまな条
件で予備通電を行い，通電後のMIPゲルを臭化エチジウム処理し，
残存している鋳型分子DNAを可視化した．その結果，5mA，5時間
の予備通電で鋳型分子DNAが除去できることがわかり，今後この
方法で鋳型分子の除去を行うことにした．
　次に，実際にMIPゲルとポリアクリルアミド（PAAm）ゲルを作成
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し，これらをゲル媒体に用いて電気泳動を行い，標的塩基配列DNA
が認識部位に捕捉されることにより生じる泳動距離の相対的な減
少がMIPゲルの認識部位に配位する機能性グループの数MIPゲル
中の認識部位の数（密度）およびMIPゲル作製時（自己集合体作製
時）や電気泳動時のpH環境に影響を受ける事を確認した．この結
果より，標的塩基配列DNA検出の至適測定条件を設定した．
　最後に，MIPゲル電気泳動を用いて，長さや塩基配列の異なる
DNAの混合物より標的塩基配列DNAの検出を試み，標的塩基配列
DNAの検出が可能であることを確認した．さらに，鎖長の等しい
。－Ha－rasのwild　type　DNAとそのmutant・DNAを識別する事が可能で
あるかどうか確認をする実験を行った．その結果，wild　type　DNAの
A・T塩基対がT・A塩基対に置換されたmutant　DNAが識別されて
いないことがわかったが，その他の塩基対に置換されたmutant・DNA
は識別されていることがわかった．
　本研究は，標的DNAがMIPゲルの結合部位に捕捉されて生じる
泳動距離の減少という，これまでにない検出原理を利用した検出
方法を提案したものである．現段階では一部の一塩基置換体（A・
T塩基対とT・A塩基対置換体）の識別が困難であるが，実用化へ
の道筋を示せたものと考えている．
　今後，A・T塩基対とT・A塩基対を区別できる機能性モノマーを
探索する必要がある．本実験で使用した機能性モノマーのVDArは，
トリアジン環部分の5位の窒素を中心として左右対称の構造を取っ
ているため，A・T塩基対とT・A塩基対を区別できない結果になっ
たものと思われる．現在，上記，機能性モノマーの探索を含め，よ
り選択性の高いMIPゲルを作製すべくMIPゲルの改良を進めてい
る．
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